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Objetivo

O objetivo desta nota técnica é demonstrar a sinergia
entre as tecnologias PaperSpray e FAIMS na
guantificacéo da concentracdo de imunossupressores no
sangue total para pesquisas clinicas.

Introducao

A rapida quantificacéo de farmacos imunossupressores do
sangue é um interesse importante na comunidade de
pesquisas clinicas. Os métodos comuns utilizam
imunoensaios ou LC/MS. Os imunoensaios séo
dispendiosos, podem sofrer com a reatividade cruzada de
anticorpos, e apresentam variagao dinamica limitada.
Embora os tempos de operacao de LC/MS possam ser
muito breves, a fragmentacdao de proteinas e outras
etapas de preparo de amostras e limpeza prolongam a
duracgéo geral do método analitico e € gerado um gasto de
solventes.

A PaperSpray-MS € uma técnica para a rapida
guantificacéo de analitos em manchas de matriz secas,
Como urina ou sangue total. Pouco ou nenhum preparo €
necessario, e os tempaos de andlise das amostras sao de 2
minutos ou menos. O nowo sistema de fonte de ions de
PaperSpray VeriSpray™ da Thermo Scientific™ utiliza a
tecnologia PaperSpray para tornar os fluxos de trabalho de
pesquisas clinicas mais rapidos e mais eficientes,
combinando a facilidade de uso e o aumento da
automacéao com a velocidade que a tecnologia PaperSpray
proporciona. O sistema VeriSpray € composto pela fonte
de ions VeriSpray e o carregador de placas VeriSpray™ da
Thermo Scientific™ (Figura 1A). O carregador de placas
VeriSpray mantém até 10 placas de amostras VeriSpray
(Figura 1B). Cada placa de amostras VeriSpray contém 24
fitas de papel para uso Unico (12 de cada lado, A e B,
Figura 1C).
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O carregador de placas possibilita que 0
compartimento de 10 placas inteiro seja operado
sem a intervencdo do usuario.
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Figura 1. (A) Fonte de ionse carregadorde placasVeriSpray,
interface FAIMS Pro montadaem TSQ AltisMS, (B) compartimento
do carregadorde placas, e (C) placa de amostrasVeriSpray

Como a PaperSpray é uma técnicade andlise direta, sem
separacao cromatografica e limpezade amostras minima,
0s sinais de MS podem apresentar um histdrico alto, que
pode limitar o LOQ em virtude do sinal-ruido (S/N). A
espectrometria de mobilidade ibnica de campo assimétrico
(FAIMS) é uma técnica que intensifica a seletividade de um
método analitico ao adicionar uma dimenséo adicional de
separacdo com base na mobilidade ibnica. Ela opera com
a aplicacdo de um formato de onda assimétrico entre um
conjunto de eletrodos. A alternancia entre poténcias de
campo altas e baixas impacta a mobilidade dos ions por
meio de um gés transportador. Ao aplicar uma woltagem de
compensagdo (CV) otimizada, os ions-alvo passam pelos
eletrodos, enquanto os ions sem interesse analitico sao
neutralizados nas paredes dos eletrodos.

Ao combinar as tecnologias PaperSpray e FAIMS, o ruido
de base pode ser reduzido e a razao sinal-ruido é
intensificada, deste modo alcangando limites de deteccéo
inferiores. Aqui, analisamos a ciclosporina A, o tacrolimo e
o everolimo no sangue total, com o uso da nova fonte de
ions PaperSpray VeriSpray, com e sem a interface FAIMS
Pro™ da Thermo Scientific™

Experimental

Os trés imunossupressores - ciclosporina A, tacrolimo e
everolimo - foram adicionados por spiking em sangue total
de doador humano em niveis de calibragdo que variaram

de 10 a 1600 ng/mL para a ciclosporina A, 0,5a 80 ng/mL
para o tacrolimo, e 2,5 a 80 ng/mL para o everolimo. Seus
padrfes internos correspondentes — ciclosporina A-D,,
tacrolimo-*C,D,, e everolimo-D, — também foram
submetidos a spiking nas amostras de sangue a 640

ng/mL, 32 ng/mL, e 32 ng/mL, respectivamente.

Dez microlitros de cada amostra de sangue foram inseridos
em placas de amostras VeriSpray e secadas em forno por 30
min a 45°C. Cinco réplicas de cada nivel de calibracéo foram
analisadas, com e sem a interface FAIMS Pro instalada.

As placas secas foram colocadas no carregador de placas
da fonte de ions VeriSpray. Antes da analise, a fonte aplica
um solvente reumidificado diretamente a mancha seca da
amostra, para extrair os analitos. Em seguida, um solvente
em spray € aplicado sobre o papel, e uma alta wltagem é
aplicada no papel para facilitar a formacé&o do spray e do
fon. Uma mistura de metanol a 60%, cloroférmio a 40%, e
acetato de sodio a 0,1% foi utilizada como o reumidificador
e solvente do spray. O protocolo de umidificacdo e os
atrasos entre as aplicagcdes do solvente estdo
demonstrados na Tabela 1.

Os dados foram obtidos em um espectrobmetro de massa
guadrupolo triplo TSQ Altis™ da Thermo Scientific™
acoplado a fonte de ions VeriSpray, com e sem a interface
FAIMS Pro, com o uso do software Xcalibur™ da Thermo
Scientific™. Duas transi¢des otimizadas foram monitoradas
por analito (Tabela 2) e a pressao do géas de colisdode 1,5
m Torr.

Tabela 1. ParAmetrosde aplicacdo do solvente VeriSpray. Cada
aplicacdode solvente de reumidificagéo e spray tem 10 pL.

Aplicagédo do solvente de Aplicacédo do solv ente
reumidificacéo de spra

Aplicacao Atraso(s) Aplicagdo  Atraso(s)

1 5 1 1
2 1
3 1
4 1
5 5
6 5
7 5
8 5
9 5
10 5
11 5
12 10
13 10
14 10
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Tabela 2. TransigGesde SRM otimizadase osparametrosde CV para a ciclosporina A, o tacrolimo, everolimo e seus padresintermnos
correspondentes: ciclosporina A-D,, tacrolimo-*C,D,, e everolimo-D,

Composto Precursor (m/z) Produto (m/z) Energiade colisdo (V) Lente de RF CV (V)
\%
Tacrolimo 826,471 616,387 34,91 = 106 -22
Tacrolimo 826,471 443,304 46,58 106 -22
Tacrolimo-*C,D, 829,487 619,417 35,45 113 -22
Everolimo 980,57 389,292 55 163 -26
Everolimo 980,57 409,292 53,99 163 -26
Everolimo-D, 984,599 393,321 54,45 161 -26
Ciclosporina A 1224,831 1112,917 55 223 -15
Ciclosporina A 1224,831 1207,042 55 223 -15
Ciclosporina A-D, 1228,859 1112,774 55 153 -16

1,6E+08

1,4E+08

1,2E+08

1,0E+08

8,0E+07

Intensidade (ions/s)

6,0E+07

4,0E+07

2,0E+07

Otimizacao da varredura de CV

ﬂ

=== Tacrolimo

e 1ACT0liM0-13C,D2
= Everolimo

Everolimo-D4

=== Ciclosporina A

= Ciclosporina A-D4

0,0E+00
-100

-80

-60 -40 -20 0

CV(V)

20

40

60 80 100

Figura 2. Varredura de CVsde -100 a 100 V para determinar osvaloresde CV otimizadospara osimunossupressores e seus padroes

internos

A temperatura do transfer tube foi de 350°C. A distancia da
ponta do papel em relagdo ao transfer tube, ou placa de

entrada FAIMS Pro, foi de 5 mm sem a interface FAIMS Pro, e
de 2,5 mm com ainterface de FAIMS Pro. Os dados foram
adquiridos por 1 min por amostra. A voltagem do spray, foi

configurada em 3400 V para ambos 0s experimentos com e
sem a interface de FAIMS Pro, e a aquisicéo foi realizada entre

0,1 min e 0,9 min, para produzir um cronograma.

Os cronogramas foram integrados com o uso do software

TraceFinder™ da Thermo Scientific™ para determinar a
area sob a curva (AUC). Um resumo das configuracdes
do sistema TSQ Altis encontra-se na Tabela 3.

A CV (wltagem de compensacao) para cada composto foi
otimizada por meio da infusdo com a fonte HESI (Tabela 2

e Figura 2). A interface de FAIMS Pro foi operada em

modo de resolucdo normal a 100°C sem nenhum fluxo de

gas auxiliar.

Tabela 3. (A) Parametrosde TSQ AltisMS para a anélise dos
imunossupressores e (B) configuracdesde voltagem de spray

dependentesdo tempo

(A) Parametro do TSQ Altis MS Valor

Voltagemdo spray

Dependente do tempo

fon positivo 3400V

Gasde varredura 0 Arb

TemperAatu_ra_dAo t_ubo de 350°C

transferéncia idnica

Resolucdo de Q1 0,7

Resolucdo de Q3 1,2

GéasCID 1,5mTorr
®) Tempo (min) Voltagem (V)

0 0

0,1 3400

0,9 0
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Figura 3. (A) Curvade calibracdodaciclosporinaAcom ainterface
de FAIMS Pro e (B) sem ainterface de FAIMS Pro. Insercéo: niv eis
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de calibragao de 10 a 200 ng/mL

Resultados e discussdo

A fonte de ions VeriSpray foi utilizada para extrair os
analitos do sangue total humano e introduzir ions no
espectrometro de massa com pouco preparo das
amostras. As cunvas de calibracdo foram construidas para
a ciclosporina A, o tacrolimo e o everolimo no sangue total
humano, adquirido com a fonte de ions VeriSpray com e
sem a interface de FAIMS Pro (Figuras 3 a5). Com a
interface de FAIMS Pro instalada, foram alcancados boa

preciséo, exatiddo e linearidade para cada

imunossupressor ao longo faixamedida. Sem a interface
de FAIMS Pro, o nivel de calibragéo inferior para o
tacrolimo e o everolimo foi excluido com base na baixa
exatidao; isto ocorre em virtude de este nivel de calibracéo

estar proximo do sinal de base.

Com a interface de FAIMS Pro, o LOQ (limite de

quantificacéo) foi igual ou inferior ao LOQ sem a interface de
FAIMS Pro. Os LOQs foram determinados com base nos
critérios a seguir: O S/N no LOQ deve ser=4, a precisao e a

exatidao no LOQ devem ser < 15% e < 20%,

respectivamente, e arazédo de ions da AUC do ion-alvo para
confirmar a AUC do ion deve ser consistente. Os LOQs para
o tacrolimo e o everolimo foram reduzidos para 0,5 ng/mL a
partir de 10 ng/mL e 5 ng/mL a partir de 20 ng/mL,
respectivamente, quando a interface de FAIMS Pro. O LOQ

para a ciclosporina
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Figura4. (A) Curvade calibragdo dotacrolimo com a interface de
FAIMS Pro e (B) sem a interface de FAIMS Pro. Os circulos

abertos sdo os niveis de calibragao excluidos que apresentaram
exatidao 2 20%. Insercao: niveis de calibracdode 0,5a 10 ng/mL
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Figura 5. (A) Curva de calibragéo do everolimocom a interface de
FAIMS Pro e (B) sem a interface de FAIMS Pro. Oscirculosabertos
sdo osniveis de calibracdoexcluidosque apresentaram exatidao =
20%. Insergcdo: niveisde calibracdo de 2,5a 10 ng/mL



Tabela 4. Nivel-alvo clinicamente relevante para o tacrolimo, o everolimo
e a ciclosporinaAe o LOQ (ng/mL)obtidoscom o uso da fonte de ions
VerySpray, com e sem a interface de FAIMS Pro.

Composto LOQ coma 100 100
Variagdo- interface de § a0 g a0
alvo (ng/mL) FAIMS Pro E o = @
" E 40 § 40

Tacrolimo 5-20 0,5 10

20 20

Everolimo 3-8 5 20 R R T —

0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.4 0.6 08

Ciclosporina A 100-400 25 25 RT(min R(min)

Com ainterface de
EAIMS Pro
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Tabela 5. Comparacdoda AUC do branco médio, AUC do nivel cal
meédio, e S/N para osimunossupressores (A) com a interface de FAIMS A T80

Pro e (B) sem ainterface de FAIMS Pro. O nivel cal é de 800 ng/mL
para aciclosporina A e 40 ng/mL para o tacrolimo e o everolimo. ® o
60- 60-
(A Com ainterface “ “
AUC do
de FAIMS Pro —— AUC de cal S/N 2 0
0 ' [I!Z ! [I‘d j [I‘ﬁ j u,‘s ! 0

RT:0.54
AA 26397
AH: 829

Relative Intensity
Relative Intensity

Ciclosporina A 8,1 332528 41053 I 02 ""an.n)“ﬁ 08

Tacrolimo 585 136378 233

Everolimo 21 27549 1024 Figura 6. Cronogramasda ciclosporina A: A) branco da matrizcom a
®) Sernainterface’ ALUC do e SN interface de FAIMS Pro, B) calibradorde 25 ng/mL com a interface de

de FAIMS Pro branco FAIMS Pro, C) branco da matriz, D) calibradorde 25 ng/mL

Ciclosporina A 1494 932426 624

Tacrolimo 11434 217741 19

Everolimo 8579 55477 6,5 Com ainterface de FAIMS Pro

®) [P0180318_immunosuppressants_rep_MB_2 (B)P0190918_immuncsuppressants_fep_cal2_5
RT 083
AA 4133

AH: 285
100- 100

A permaneceu a 25 ng/mL, uma vez que o LOQ foi
limitado pela raz&o de ions e ndo pela S/N (Tabela 4).
Com ainterface de FAIMS Pro, as variagdes de
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humano.
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A interface de FAIMS Pro filtra os compostos de (C) PO oSS B2 | ()OS e s |
interferéncia com base nas diferencas na mobilidade e e

ibnica. Esta caracteristica é particularmente (til para as L ‘:z " . ‘:: "

amostras de PaperSpray, que ndo apresentam £ . £ .

separacgdo cromatografica. Com a interface de FAIMS f o £ .

Pro, os LOQs melhoraram em virtude da redugéo ® =

significativa no sinal de base do branco da matriz. A T T ACORECO TR o ACORECN

Tabela 5 demonstra a AUC do branco média, a AUC
com um nivel cal alto médio (800 ng/mL para a
ciclosporina A, e 40 ng/mL para o tacrolimo e 0
ewverolimo), e a S/N para as amostras come sema
interface de FAIMS Pro. As AUCs com nivel cal alto
demonstram algumareducéo no sinal, que é esperada.
Entretanto, a diminuicdo muttipla no sinal do branco leva
a uma melhora no sinal-ruido. Para a ciclosporina A e 0
ewverolimo, a interface de FAIMS Pro eliminaquase que
inteiramente a transmisséo dos ions de interferéncia no
branco da matriz. Nas Figuras 6 a 8, estédo
demonstrados exemplos de cronogramas do branco da
matriz e do calibrador no LOQ para cada
imunossupressor, com e sem a interface de FAIMS Pro.

Figura 7. Cronogramasdo tacrolimo: A) branco da matrizcom a
interface de FAIMS Pro, B) calibradorde 0,5 ng/mL coma interfacede
FAIMS Pro, C) branco da matriz, D) calibradorde 0,5 ng/mL

Todos os cronogramas apresentam o formato quadrado
tipico que resulta da geracéo de ions somente quando a
woltagem é aplicada, exceto agueles para os brancos da
matriz com a interface de FAIMS Pro.

Os cronogramas dos brancos da matriz com a interface de
FAIMS Pro apresentam spikes do sinal de intensidade
baixa ou absolutamente nenhum sinal, em virtude da
reducao na transmissao dos ions de interferéncia.
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Figura 8. Cronogramas do everolimo: A) branco da matiz com a
interface de FAIMS Pro, B) calibrador de 5 ng/mL com a interface de
FAIMS Pro, C) branco da matriz, D) calibradorde 5 ng/mL

Concluséo

A fonte de ions VeriSpray extrai os imunossupressores do
sangue total humano e introduz ions no espectrémetro de
massa com pouco ou nenhum preparo das amostras. Ao
utilizar a interface de FAIMS Pro, o sinal de base é
significativamente reduzido e o LOQ é diminuido. A
combinagéo das tecnologias de FAIMS Pro e PaperSpray
produz um método analitico de facil utilizacéo, sensivel e
rapido para pesquisas clinicas.

Saiba mais em thermofisher.com/FAIMSPro
thermofisher.com/\VeriSpray
thermofisher.com/Altis
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